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SUMMARY
Spermatogenesis requires the reversible packaging of DNA into an inert chromatin
structure such that it can be unfolded rapidly following fertilization . DNA-bound somatic
histones must be replaced during the developmental pathway leading to the quiescent sper-
matozoon . The chromosomal proteins of the sperm exhibit a vast structural variability in
different organisms , ranging from histone variants to protamines . Sperm-specific nuclear
proteins of most species are incorporated into the chromatin during the post- meiotic stages
of morphological differentiation of spermiogenesis . A major problem in assessing the phy-
siological function of sperm protein variation is that there is virtually no knowledge as to
what effect such variation has at the molecular level. The study of nuclear protein transi-
tions during spermiogenesis has been restricted to fishes and mammals and mostly perfor-
med at the protein level . The information available on these transitions in marine inverte-
brates is scanty, despite these organisms exhibit the largest number of sperm-specific pro-
tein types, and egven less concerning the genes that encode them. This review presents
what is known about the transformation of nucleoprotein types during spermatogenesis. It
also outlines chromatin structural changes which accompany nucleoprotein transitions, as
well as the potential functions of the unique nucleoproteins and histone variants associated
with male gametes.
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RESUM
L'espermatogOnesi implica la compactaci6 reversible del DNA en una estructura cro-
matinica inerta que Ii per ►neti desnuar-se rapidament durant la fertilitzaci6. En general, les
histones somatiques associades at DNA esdevenen substituides durant el proces de desen-
volupament que culmina en 1'espermatozoide madur . Les nucleoprote'ines de 1'esperma
mostren una diversitat estructural sorprenent entre les especies animals , ja que abasten des
de variants de les histones fins a les protamines. Les nucleoproteines especifiques dels es-
permatozoides de la majoria d'organismes s'incorporen a la cromatina durant les fases de
diferenciacio morfologica postmeiotica de 1'espermiogenesi. Un gran obstacle per establir la
seva funci6 fisiologica Os la manca de coneixement dels efectes que aquesta variabilitat com-
porta des del punt de vista molecular . En vertebrats , l'estudi de les transicions nucleoprotei-
ques durant I'espermiogenesi s'ha limitat a la caracteritzaci6 de les proteines en mamifers i
peixos. La informaci6 relativa a aquestes transicions en invertebrats marins, tot i que
aquests ultims mostren el major repertori de tipus de proteines especifiques de I'esperma,
es escassa, particularment pel que fa als gens que les codifiquen . Aquesta revisi6 ens pre-
senta tot el que es coneix referent a la transformaci6 de les diferents classes de nucleoprotei-
nes durant 1' espermatogenesi . Tambe es comenten els canvis estructurals de la cromatina
que acompanyen les transicions nucleoproteiques , i les possibles funcions de les diverses
nucleoproteines i variants d'histones associades als gametes.
INTRODUCCIO
La cromatina eucariota Os un complex
nucleoproteic macromolecular essencial-
ment compost de DNA i proteines basiques.
Les histones , que s6n unes proteines relati-
vament conservades al llarg de I ' evoluci6,
son els components proteics genuins de les
eel-lules no proliferants i intervenen en l'or-
ganitzaci6 de ]a fibra de cromatina en les di-
verses jerarquies estructurals ( per a revisio
vegeu Wolffe , 1992 ). En contrast marcat, en
els Ilinatges de les cellules germinatives
masculines , el DNA s' associa amb un ampli
ventall de proteines basiques pel que fa a
composici6 quimica i nombre. Aixo dona
Iloc a una sorprenent varietat de molecules
proteiques entre els diferents grups zoolo-
gics (Poccia , 1986 ), que s ' esten des d'aque-
Iles especies animals que retenen histones
molt semblants als tipus somatics, fins
aquelles en les quals les histones son total-
ment desplacades per proteines mes basi-
ques, corn les nucIeoprotamines ( Bloch,
1976). La informaci6 quimica disponible
compren una gran varietat d'especies de
vertebrats : peixos (Bretzel, 1972; Dixon i
Smith, 1968), amfibis (Kasinsky et al., 1985),
aus (Nakano et al., 1970) i mamifers (Kistler
et al., 1973 ). Entre els invertebrats , desta-
quen certes especies de molluscs (Suhirana
et al., 1973; Olivares et al., 1986) i d'equino-
derms (Palau et al., 1969; Azorin et a/., 1983).
Els trets distintius de 1'esmentada variabili-
tat s6n : a) quan la dotaci6 somatica de les
histones es mante, una majoria d'espOcies
afegeixen almenys un component addicio-
nal especific de I'esperma; b) les variants
d'histones especifiques d'esperma solen ser
mes basiques que les corresponents somati-
ques; c) hi ha una correlacio directa entre el
grau de condensaci6 de la cromatina de I'es-
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perma i el caracter de les proteines associa-
des al DNA.
Es aparent que un increment de la basici-
tat de les prote'ines espermatogeniques afa-
vorira un empaquetament mes efficient del
DNA. En els espermatozoides, aquesta si-
tuaci6 sembla obvia com a mitja per prote-
gir la dotacio genomica. Tanmateix, podria
tambe tractar-se d'una adaptacio evolutiva
de 1'esperma per suportar 1'emmagatzemat-
ge i el transport del DNA en absencia de me-
canismes de reparacio. Nogensmenys, la
significacio funcional de la diversitat de
prote'ines basiques en I'esperma i la seva in-
fluencia molecular encara estan mancades
d'una adequada definicio. L'empaqueta-
ment del DNA podria no ser la comesa ex-
clusiva. L'existencia de variants en la linia
germinativa, com tambe de classes de pro-
teines especifiques de 1'esperma, insinua
funcions mes discriminatives, com ara tran-
sicions estructurals de la cromatina relacio-
nades amb la modulacio de l'activitat genica
i la seva quiescencia final durant l'esper-
miogenesi (Coles ct x/1.,1987).
La causa de la diversitat de les nucleo-
proteines de l'esperma es desconeguda.
Basant-se en la composicio proteica de I'es-
perma d'alguns molluscs bivalves, s'ha
proposat una hipotetica evolucio d'algunes
d'aquestes prote'ines que surt de la histona
H1 (Ausio i Van I Iolde,1988). La histona H1
i tots els seus subtipus constitueixen la mes
heterogenia d'entre les classes d'histones
(Von Holt, 1986). La variabilitat evolutiva
de les sequencies es concentra en les exten-
sions terminals carboxiliques i en els grups
amino de les molecules, mentre que el nucli
globular central, de caracter hidrofobic, res-
ta substancialment conservat (Cole, 1984).
Aquesta organitzacio asimetrica ha portat a
suggerir que el terminal carboxilic interve
en la compactacio d'ordre superior de la
cromatina (Allan ct at., 1986). Els inverte-
brats marins, sobretot els equinoderms i els
molluscs, son un bon model per comprovar
aquest suposit, donat que les seves histones
somatiques aparentment coexisteixen tant
amb variants especifiques d'esperma com
amb molecules semblants a protamines di-
ferents de les dels peixos i mamifers (Ausio,
1986; Poccia, 1986; Zweidler,1984).
Malgrat que les histones cel•lulars preva-
lents son codificades per families multigeni-
ques marcadament reiterades, l'expressio de
les quals esta estretarnent acoblada a la fase
de replicacio del DNA, els Bens de les va-
riants d'histones tendeixen a estar presents
en una o be en unes poques copies disperses
no subjectes a la regulacio del cicle cellular
(Challoner ct at., 1989; Hecht, 1990). S'han
proposat classificacions basades en conside-
rations regulatories (Zweidler, 1984). No-
gensmenys, se sap molt poc de I'organitzacio
dels Bens de les variants d'histones especffi-
ques de teixit, i de l'origen evolutiu dels Bens
de les nucleoprotamines i dels de les molecu-
les semblants a les protamines (Oliva i Di-
xon, 1991). El plantejament d'aquestes ques-
tions i l'obtencio d'una nova evidencia
referent a la transicio histona-protamina,
aixi com la caracteritzacio de Bens que les co-
difiquen, son l'objecte d'aquesta revisio i la
via per esbrinar, des del punt de vista mole-
cular, la seva funcio diferencial i tambe la
seva participacio en l'organitzacio estructu-
ral de la cromatina espermatica.
REMODELATGE DE LA CROMATINA
DURANT L'ESPERMATOGENESI
L'espermatogenesi to per objecte Tempa-
quetament del DNA en una estructura cro-
matinica inerta tal que el DNA pugui ser
desembolcat rapidament a l'inici de la ferti-
litzacio. Les histones nomes representen
una manera d'empaquetar el DNA a fi d'a-
comodar-lo en el redu'it volum del nucli
cellular. Hi ha moltes altres maneres de
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compactar el DNA de forma reversible. La
substancial conservacio de les histones al
llarg de I'evolucio es una mesura de la in-
fluencia preponderant d'aquestes prote^nes
en molts processos nuclears. 1'ossiblement
el paradigma de la compactacio reversible
del DNA per procediments diversos sigui la
seva condensacici en el nucli espermatic du-
rant I'espermatogenesi. Aquesta riltima for-
neix un bon exemple de la participacio de
les variants de les histones i les seves modi-
ficacions posttraduccionals, i de les protei-
nes no-histones, en la regulacio de 1'estruc-
tura i la funci6 cromosomiques.
L'accessibilitat a poblacions pures d'es-
permatozoides aviat va permetre descobrir
1'existencia d'una ^3mplia varietat de opus
de proteines en els nuclis de 1'esperma de
moltEa especies animals. Aquestes prote^-
nes han estat distribu^ides en diverses clas-
ses (Bloch, 1976). Una d'elles, les protarni-
nes, es troba en dos opus: un de ric en trams
de poliarginina puntuats per prolina i per
residus de serina i treonina potencialment
fosforilables; 1'altre opus es ric en ciste^na.
Ambdues classes de protamines sin de
mida reduida i fortament basiques. Els com-
plexos de DNA-protamina Bolen represen-
tar 1'estat final de la cromatina dels nuclis
espermatics tant dels peixos rnm dels
mamifers. Nogensmenvs, durant el desen-
volupament espermatogenic altres prote^-
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nes pollen substituir les histories de manera
transitoria (Poccia, 1986).
Les proteines de transicio reemplacen les
histories durant les etapes inicials de la con-
densacio cromatinica en I'espermiogenesi i
mes tard son aIhora substituides per les pro-
tamines. Les protamines son les nucleopro-
teines basiques exclusives de I'esperma de la
majoria de mamifers. Les proteines de tran-
sicio previsiblement faciliten el recanvi de
les histories per les protamines, malgrat que
se sap poc de la seva funcio especifica. La
segtiencia aminoacidica d'una de les protei-
nes de transici6 en el ratolf suggereix la
presencia de dos dominis estructurals. Un
dells, el terminal del grup amino, es ric en
ciste*fna, prolina i residus de serina i treonina
fosforilables, semblantment a les protami-
nes. L'altre correspon a la terminacio car-
boxflica, que es rica en arginina (Kleene i
Flvnn,1987; Luerssen eta!., 1989). Les prote'i-
nes de transicio presenten un interes parti-
cular ja que son les Oniques proteines, junta-
ment amb les protamines, capaces de
dissociar del DNA les histories en un context
fisiolbgic. S'han proposat diversos mecanis-
mes per explicar aquest reernplacament. En
primer floc, la interaccio electrostatica de les
prote'fnes de transicio amb el DNA hauria de
ser intermedia entre les histories i les prota-
mines, ates que la concentracio d'aminoa-
cids basics prop del terminal carboxflic es
superior a la de les histories pero inferior a la
de les protamines. En segon lloc, el putatiu
domini d'unio al DNA conte aminoacids
aromatics coin fenilalanina i tirosina. Els re-
sidus de tirosina en les proteines de transicio
es troben intercalats entre les bases del DNA
i provoquen una disrninucio de 1'estabilitat
termica (Singh i Rao, 1987). La intercalaci6
de residus aromatics pot introduir curvatu-
res en el DNA, i aquestes inflexions de retruc
pollen alterar la trajectOria del DNA entorn
del nucli de les histories i, per tant, desestabi-
litzar potenciaiment el nucleosoma.
Quant a les variants d'histones especifi-
ques de 1'esperma, 1'eric6 de mar conte una
variant de la histona H2B i una altra de
la H1. Ambdues molecules son considera-
blement mes voluminoses, majoritariament
pel que fa al terminal del grup amino, i rues
riques en arginina que les corresponents
somatiques. Els aminoacids addicionals in-
crementen la interacci6 de les dues histories
amb el tram d'unio del DNA (Bavykin et al.,
1990; Hill i Thomas, 1990). Tanlbe seria possi-
ble que facilitessin l'estabilitzaci6 i la con-
densaci6 de la cromatina mitjancant la crea-
ci6 d'unions entre cadenes de DNA de les
fibres. La fosforilaci6 de les cues de la histo-
na H1 regula la interacci6 amb el DNA (Hill
et al., 1991). A mesura que la cromatina es
compactada, les cues esdevenen desfosfori-
lades. En els mamifers, durant la profase
mei6tica s'acumulen variants espermatoge-
niques de les histories H1, H2A i 112B. Ates
que totes aquestes transicions estructurals
de la cromatina ocorren despres de ]a repli-
caci6, el desplacament al Ilarg del duplex de
DNA d'un complex enzimatic de processa-
ment no es un requisit per at remodelatge de
1'estructura cromosomica. En la rata, les va-
riants de les histories del nucli esdevenen
fortament acetilades abans de ser dissocia-
des del DNA per l'acumulaci6 de les prote'i-
nes de transici6. Finalment, l'acumulacib de
protamines, la uni6 de les quals es tambe re-
gulada pel seu estat de fosforilaci6, provoca
el desplacament progressiu de les proteines
de transici6, i el nucli cellular esdeve total-
ment condensat.
Per clue la cromatina espermatica es con-
densada per mitja d'un mecanisnie tan es-
pecial? Entre les explicacions s'inclou el
requeriment de protecci6 i estabilitat del
material genetic en 1'estructuraci6 cromati-
nica. El DNA en el nucli de 1'espermatozoi-
de es molt menys accessible a les nucleases
que el de la cel•lula somatica. Ensems, es
molt mes estable i resistent a pertorbacions
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Fu,i ^kn 2. Mapes de restriccio dell bacteriufags recombinants yue a>ntenen els cinc Bens d'H I diferents. has clans recomhi-
nants van aillar-se d'una genoteea de DNA d'esperma de Mt^tilus edu/i.c. Els inserts van ser cartogratiats amh les endonucle-
ases Sucl i Pstl. Les Fletxes gruixudes indiyucn la regio codificant dell Bens do la H I .
fisicoquimiques. Un efecte concomitant de
la compactacio de la cromatina, a mesura
que les histones somatiques s6n despla^a-
des des dels cromosomes, es la supressi6 de
1'activitat genica. Es factible que la compac-
tacio en el nucli espermatic no sols generi
una inaccessibilitatde^ DNA a les RNA poli-
merases sing que tambe esborri els episodis
del desenvolupament dels cromosomes.
Particularn3ent, els factors tams-actuants
responsables de dirigir i coordinar els esde-
veniments especifics en el nucli podrien ser
despla^ats. L'evidencia en favor d'aqucst
suposit es fornida per les analisis dels flocs
de la cromatina hipersensibles a la DNasaI,
que pcrden tots els Bens en 1'esperma.
Aquests Ilocs sorgeixen on els factors trnns-
actuants ocasionen distorsions en la fibra de
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cromatina. Nogensmenys, aquells gens que
son expressats constitutivament son assen-
yalats durant 1'espermatogenesi per mitja
de la hipometilacio de les futures dianes d'-
hipersensibilitat (Groudine i Conkin,1985).
ESTRUCTURA DELS GENS DE LES
HISTONES
Com ja s'ha dit, les histones son els consti-
tuents proteics majoritaris de la cromatina de
les cel•lules eucariotes. El seu substantial
grau de conservaci6 va permetre l'aillament
de gens d'histones d'especies animals molt
IIunyanesentreelles, aixi com la identificaci6
dins d'un mateix genoma d'un ampli ventall
d'isoformes geniques per a cadascuna de les
cinc classes d'histones (Wells i McBride,
1989). Els estudis inicials referents a l'arran-
jamentdels gensde les histonesen el genoma
d'ericons marins i altres eucariotes inferiors
(Ilcntschel i Birnstiel, 1981; Maxson et al.,
1983x) van revelar l'existencia d'una distri-
bucio uniforme de quintets genics repetits en
tandem que codifiquen les tint classes d'his-
tones. En els ericons, aquesta agrupaci6 de
tandems repetitius es troba restringida als
gens que s'expressen a l'inici de l'embrioge-
nesi, mentre que els gens tardans es troben
d istribu'itsen agrupacions irregularso tambe
en solitari (Maxson ct a!.,1983b).
Dins el filum dels equinoderms, la recer-
ca dell gens de les histones s'ha realitzat
amb genomes pertanyents a classes dife-
rents d'ericons (equinoideus), corn Psamme-
chinus miliaris (Busslinger et al., 1980),
Strongyloccntrotus parpuratus (Overton i
Weinberg, 1978) o Litec/linus pictus (Cohn i
Kedes, 1979), i tambe de diverses especies
d'estrelles de mar (Howell et al., 1987; Cool
et al., 1988). En el darrer cas, s'han detectat
tandems repetitius de quartets de les histo-
nes del nucli, per6 no s'han observat gens en
solitari o agrupacions partials.
Els Bens de les histones H2B i H4 en el
genoma haploide de l'Holothuria tubulosa
En el mateix embrancament dels equino-
derms i dins la classe dell holoturioYdeus,
s'han trobat recentment en el genoma del co-
gombre de mar (Holotlluria tubulosa) dos
gens de les histones H2B i H4 que no estan
constituint agrupacions repetitives en tan-
dem (Drabent et al., 1995a). El crivellatge
d'una genoteca construida amb DNA d'es-
perma d'H. tubulosa emprant sondes de gens
d'histones de procedencia humana permete
l'a'illament d'un bacteri6fag recombinant
portador d'un insert de 20 kb amb una copia
del gen de la H4. La subseguent analisi d'hi-
bridacio amb sondes dels gens de les res-
tants histones va esdevenir negativa excepte
per a la histona H2B. Per tant, dos Bens d'his-
tones van ser trobats en ('insert d'un fag re-
combinant a*fllat d'una genoteca d'holotu-
ria. Un cop subclonats els fragments positius
de DNA gen6mic, la seva segiienciacio va
revelar que les regions flanquejants dell dos
gens contenien els elements reguladors con-
siderats especifics dels gens de les histones,
com son els llocs d'uni6 de factors de trans-
cripci6: la caixa CCAAT en la regi6 promo-
tora de la H4 i el mateix element invertit
(ATTGG) en el promotor de la H2B. Aixi ma-
teix, en la regio flanquejant 3' dels dos gens
s'hi trobaven hexanucleotids-senyal de po-
Iiadenilaci6. Curiosament, no s'han descrit
encara en els equinoderms missatgers d'his-
tones poliadenilats.
Els dos gens de l'holoturia han estat detec-
tats utilitzant sondes de DNA de procedencia
humana. Alx6 es demostratiu de I'elevat
grau de conservaci6 dels esmentats gens. La
semblanca amb els homolegs humans es del
66% per al gen de la H2B i del 76% per al de la
114. Comparant el gen de la H2B de I'erico
Stroh,,'ylocentrotus purpuratus amb el de I'ho-
loturia, la semblanca de sequencia es del79%.
Les variacions en el gen d'aquesta histona es
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concentren en 1'extrem 5' que codifica el ter-
minal no globular del grup amino de la mole-
cula de la histona. Aquest domini proteic es el
lloc de modificacions potencials i d'interac-
cions DNA-proteina. Per contra, el domini
globular de la molecula interve en les interac-
cions proteina -proteina i la seva estructura
primaria es molt conservada , tant des del
punt de vista proteic com del DNA.
Una situacio diferent s'observa en els
Bens de la histona H4 de l'erico i de l'holotu-
ria, la sernblanca dels quals es del 91`% en la
porci6 genica codificadora. Ambd6s codifi-
quen protcines d'estructura primaria iden-
tica. La sequencia aminoacidica de la histo-
na 114 dels dos equinoderms es fins i tot
identica a la de la corresponent humana
amb una unica excepci6 donada per un re-
sidu de cisteina en la posicio 74 (figura 1).
Aquest residu ha estat considerat com tin
element distintiu dels Bens de la histona H4
en I'erico, corn el gen tardy L1H4 (Maxson et
al., 1987). Aquest darrer gen es troba situat
prop del gen tardy de la 112B, i ambdos
constitueixen una parella solitaria. Ates que
aquest arranjament genic difereix de l'orga-
nitzaci6 en quintets genies repetits en tan-
dem dell gens primerencs de les histones,
els Bens de la H2B i H4 trobats en 1'holoturia
es poden considerar una parella genica tar-
dana d'histones. Aquest suposit ve refermat
pel fet de la presencia d'un residu d'alanina
en la posicio 73 semblantment al gen tardy
de Strom,'(tloceutrotu^; purpuratus, mentre
que 1'homoleg primerenc d'aquest darrer
eric6 conte una metionina en l'esmentada
posicio. Basant-se en la cornparacio dels
gens primerencs i tardans de les histones
H2B i 114 en l'erico (Maxson et al., 1987), s'ha
proposat que aquestes dues classes de gens
van divergir corn a minim fa 200 milions
d'anvs i que les especies actuals d'equino-
derms van evolucionar a partir d'un pro-
genitor comu entorn d'aquella epoca. Fins
ara aquestes consideracions es recolzaven
unicament en les distincions entre Ies dues
classes d'histones de l'erico. La informacio
subministrada pels gens de I'holoturia pro-
porciona una primera evidencia en favor
d'una repercussio mes general d'aquests
criteris.
Agrupacions geniques exclusives de gens
d'histona H1 en el musclo
Entre les classes d'histones, la H1 Os la
proteina menvs conservada evolutivament.
S'han aillat i caracteritzat set subtipus dife-
rents d'histona H1 en genomes humans i de
ratoli (Albig et al., 1997a; Drabent et al.,
1995b; Wang et al., 1997). Corn hem assenva-
lat, les agrupacions geniques de les histories
solen arranjar - se en tandems repetitius que
codifiquen les cinc classes d'histones, corn
en els genomes de diversos invertebrats
(Maxson et al., 1983a). Aixi, en el genoma de
I'eric6 de mar s'hi troben diversos centenars
de quintets de gens units en tandem, que
s'expressen en les fases embrionaries ini-
cials (llentschel i Birnstiel, 1981; Kedes,
1979; Sures et al., 1978). Nogensmenvs, els
gens de les histones de I'erico que s'expres-
sen tard durant l'embriogenesi, si be es tro-
ben agrupats , ho fan sense una organitzacio
regular i fins i tot alguns gens estan disper-
sos pel genoma (Maxson et al., 198311). En els
genornes del pollastre , murins i huma, els
gens estan agrupats, pero no repetits regu-
larment en tandem (Heintz ct al., 1981;
d'Andrea et al., 1985; Albig ct al., 1997b;
Wang ct al., 1997). Els anel-lids compartei-
xen agruparnents dell gens de les cinc histo-
nes amb agrupacions addicionals mancades
del gen de la H1 (Sellos et al., 1990; del Gau-
dio et al., 1998). Aquests agrupaments ge-
nies mancats d'H1 han estat tambO obser-
vats en els genomes del trito (Stephenson et
al., 1981), de 1'estrella de mar (Cool ct al.,
1988) i en el corall (Miller et al., 1993).
Per primera vegada s'han observat en el
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musclo agrupacions geniques constituides
exclusivament per gens de la histona H1
(Drabent et al., 1998). El sondatge d'una ge-
noteca de DNA d'esperma de Mytilus cdulis
amb una sonda del gen huma d'H1 ha
permes aillar i analitzar cinc filgs recombi-
nants que contenen 22 fragments de restric-
cio Sacl i quecadascun d'ells porta una copia
del gen de la HI (figura 2). El subclonatge i
l'analisi de sequencia de tots els fragments
Sacl positius determinen la presencia de 9
gens d'H1 que difereixen en diversos nu-
cleotids entre ells (figura 3a i h). Les sequen-
cies aminoacidiques dedufdes dels 22 gens
revelen l'existencia de cinc molecules d'H1
diferents d'una Ilargaria de 190 aminoacids.
Els cinc tipus d'H1 presenten l'organitzacio
canonica en tres dominis estructurals: un
tram N-terminal curt, seguit d'un domini
globular central, i un extrem carboxilic Ilarg.
Aquest darrer domini es mostra enriquit en
diferents motius peptidics repetits (figura
3a). L'heptapeptid KKAAKPK hi es present
quatre cops, I'hexapeptid KKPAAK, tres
cops i dues vegades el pentapeptid TPKKK.
Endemes, aquest darrer motiu es troba un
cop en el domini globular central. Motius es-
tructurals semblants han estat observats en
la truita Salina gairdnerii i, presumptiva-
ment, representen flocs de fosforilacio (Mez-
quita et al., 1985). Aquests conjunts de mo-
tius peptidics repetits probablement s'han
originat per duplicacio d'alguns peptids du-
rant 1'evoluci6 del gen de la f-11. L'analisi
comparativa de les sequencies codificants
de diferents gens d'H1 de vertebrats i inver-
tebrats revela semblances significatives en-
tre el gen de la H1 de M. edulis i del seu
homoleg tardy en l'erico de mar S. purpura-
tus. La millor correspondencia es dona amb
el gen de la histona H16. Aquesta molecula
es un bon exemple de subtipus dill de re-
canvi, especific de diferenciacio en 1'erico de
mar. La part globular d'aquesta histona pre-
senta una substancial homologia amb les
corresponents de la H1° i H5 dels vertebrats
(Schulze i Schulze, 1995) i el seu mRNA es
poliadenilat.
A diferencia del gen de la 11Th en l'erico,
els Bens en el musclo no contenen senyals de
poliadenilacio. Les regions flanquejants 3'
dels Bens d'H1 del musclo inclouen l'estruc-
tura de tija i bucle seguida de la sequencia
ACCCA i el tram ric en purines CAAAAA-
GAAT (figura 3a). Aquests elements de se-
quencia son els senyals de terminacio
genuins dels mRNA missatgers dels Bens
d'H1 dependents de la replicacio, que s'ex-
pressen durant la fase S del cide cellular.
Les regions flanquejants 5' dels gens de la
H1 de musclo mostren motius estructurals
caracteristics del promotor canonic, in-
cloent-hi una caixa TATA i la sequencia
AAGCACA, molt semblant a la caixa
AAACACA de la H1 (Dalton i Wells, 1988).
En contrast amb els gens huma i de ratoli de
la H1, els promotors del musclo no contenen
]a caixa CCAAT (Martinelli i Heintz, 1997)
ni 1'element GC (Coles i Wells, 1985). Els ele-
ments de sequencia identificats en les
regions flanquejants indiquen que els gens
d'H1 caracteritzats en el musclo son formes
geniques de la H1 dependents de replicacio.
Les unitats repetitives de restriccio que
contenen gens d'H1 del musclo mostren
certes diferencies de mida (figura 2). EIs
fragments Sac! de 3,5 i 3,6 kb son els mes
nombrosos, pero tambe se n'hi troben de 4,1
i 5 kb. Les sequencies espaiadores dels gens
d'H1 en els cinc dons recombinants mos-
tren un elevat contingut de parells de bases
AT, prop del 65%, superior al corresponent
a les sequencies geniques codificadores
(53%). Aquesta parella de nuclebtids forma
agrupacions (AT),,. Agrupaments equiva-
lents de (CT)„ han estat observats en les re-
gions espaiadores dels gens d'histones en
I'erico de mar (Sures et al., 1978). Aquests
elements repetitius de sequencia, malgrat
que no mostren cap funcio en 1'expressio ge-
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nica, podrien haver participat en I'evolucio
dels gens de les histories (Kedes, 1979). Ates
que cis gens d'H1 caracteritzats en cl geno-
ma de M. cdulis estan organitzats de manera
repetitive i que les seves sequencies codifi-
cadores son molt conservades, es pot consi-
derar que s'han generat at Ilarg de I'evolucio
per duplicacio i recombinacio. Els simples
motius AT en les regions espaiadores dels
gees podrien haver estat el substrat dels es-
deveniments de recombinaci6 (Childs ct al.,
1981).
Agrupacions que contenen tots els Bens
de les histones, exceptuant els de la histona
H1, han estat detectades en nematodes i
certs equinoderms (Roberts et al., 1987). En
1'estrella de mar, aquest mode d'agrupa-
ment es troba en elevat nombre de copies.
Tots aquests conjunts estan mancats de
sequencies codificadores de la histona 111,
no es troben organitzats en tandems repeti-
tius i cis gens son transcrits des de les dues
cadenes del DNA. Els Bens de les histones
del nucli en 1'anel•lid Platyncreis dlnucrilli es
troben agrupats; dins de l'agrupament mos-
tren una distribucio en tandem molt conser-
vada i es transcriuen d'ambdues cadenes
(Sellos et al., 1990). En contrast, 1'anel•hd
Cliactoptcrus zmariopcdatus conte agrupa-
ments de tots els gens de les histones, fins i
tot el de la H1 (Del Gaudio et al., 1988), i es
contraposa als coralls, en els quals els con-
junts genies orneten el gen d'aquesta histo-
na (Miller et al., 1993).
El gen de la histona H1 en el genoma ha-
ploide de Mytilus edulis es singular en la
mesura en que constitueix agrupaments
en solitari de copies geniques arranjades en
unitats repetides en tandem (Drabent et al.,
1998). Aquest es el primer cas fins ara des-
crit de conjunts genies constituits per un
Onic gen de la histona H1. Totes les copies
del gen dins dels fragments gen6mics ana-
litzats mostren una mateixa orientaci6
transcriptiva, es a dir, son transcrits de la
mateixa cadena de DNA. El nombre de Co-
pies dels gens de la H1 en el musclo ha estat
estimat entorn de les cent copies per com-
plement haploide. Ates que el calcul esta ba-
sat solament en les unitats geniques pre-
sents en els fragments de restriccio Sacl de
3,5 kb, es probable que el nombre real de c6-
pies del gen de la H1 sigui superior al cente-
nar per genoma haploide. La comparacio de
les sequencies dels diferents Bens d'H1
mostra que les copies que es troben en un
mateix insert son mes semblants entre cites
que les d'inserts diferents. Les sequencies
codificadores dels gens de la histona H1 de
M. edulis mostren una semblanca significati-
ve amb les dels gens d'H1 en I ' eric6 de mar,
les de la Hl' de vertebrats i les del gen de la
H5. Aquesta similitud afavoreix la hip6tesi
que els gens de les histones H1° i H5 van di-
vergir del grup troncal de Bens de la H1
abans que ho fessin els gens hom6legs dels
vertebrats (Schulze i Schulze, 1995).
NUCLEOPROTEINES BASIQUES
ESPECIFIQUES DE L'ESPERMA: EL
GEN DE LA (Do, EN L'HOLOTURIA
Es sahut que les cel•lules esperrnatiq Lies
madures presenten un ampli ventall de
miles i formes i que els seus continguts
nucleoproteics son, aixi mateix, molt diver-
sos. Bloch (1976) va distribuir les nucleopro-
tetnes espermatiques en cinc classes: 1)
monoprotamines del tipus salmo, que con-
tenen arginina i estan mancades de lisina;
2) semblants a protarnina com en el ratoli,
riques en arginina i amb cisteina oxidada;
3) tipus-Mytilus o intermedies, que compar-
teixen trets tant d ' histones com de protami-
nes; 4) histones somatiques o de tipus-Rana;
5) proteInes no basiques tipus crane, dife-
rents de les histones i de les protamines. La
categoria de tipus intermedi probablement
representa una transici6 entre les histones
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somatiques i les protamines. Alguns esper-
matozoides de tipus intermedi contenen va-
riants d'histones especifiques d'esperma i
estan mancats de protamines, com en 1'erico
i l'estrella de mar. Altres, com en el cas dels
molluscs i I'holoturia, aparentment retenen
la dotacio somatica d'histones, pero incor-
poren nucleoprotemes basiques addicio-
nals. En tots aquells casos en els quals
1'esperma madur conte proteines nuclears
especifiques que substitueixen les histones
somatiques, aquestes ultimes han de ser
desplacades en algun moment durant el
proces de desenvolupament que condueix a
I'espermatozoide. L'evidencia acumulada
fins al moment indica que Ia incorporacio a
Ia cromatina de les nucleoproteines especifi-
ques to hoc en fases postmei6tiques de I'es-
permatogenesi, o sigui, durant la diferen-
ciacio espermiogenica.
L'espermatogenesi del cogombre de mar
Holothuria tubulosa es un proces forca sim-
ple. Morfologicament, el nucli de 1'esperma-
tozoide es mante esferic i no es sotmes a cap
canvi conformacional, tret de Ia formaci6 de
la cavitat que ha de contenir I'acrosoma.
Durant la maduraci6 de 1'esperma no es
produeix desplacament ni substituci6 del
complement d'histones. Les variacions de la
dotacio nucleoproteica a] llarg de Ia madu-
racio es limiten a ]'addicio d'una variant de
]a histona 111, especifica de I'esperma i rica
en arginina (Phelan et a!.,1972), com tambe a
1'aparici6 d'una proteina basica de redu'it
volum anomenada 4, que s'acumula en 1'es-
perma madur (Subirana, 1970). Aquesta
molecula conte 77 residus aminoacidics,
trenta-quatre dels quals corresponen a lisi-
nes i arginines amb una relacio K/R de 0,7,
mes vint-i-dos residus d'alanina. La seva
composici6 en aminoacids es molt semblant
a Ia regio terminal carboxilica de Ia histona
H1-S de I'eric6 de mar, si es considera 1'ar-
ginina equivalent a la lisina. La incorpora-
ci6 de la protefna 4„ a la cromatina to hoc
en les ultimes fases de I'espermiogenesi
(Casas et al., 1989) i representa entorn d'un
4% de la massa de la dotacio d'histones en
I'espermatozoide madur. L'organitzacio
nucleos6mica de Ia cromatina es mante in-
variable durant tota 1'espermatogenesi amb
un DNA espaiador de 227 bp de Ilargaria
(Cornudella i Rocha, 1979). Donades les ca-
racteristiques fisicoquimiques de ]a molecu-
la, cal pensar que la seva comesa es sem-
blant a Ia de la histona H1 i probablement
col•labora amb ella per conferir una major
estabilitat a determinades regions de la cro-
matina sense alterar la seva estructura tipi-
ca.
La disponihilitat d'un clon portador
d'un transcrit de 4, sencer, aIllat d'una bi-
blioteca d'expressio de cDNA, preparada a
partir de Ia fraccio poliadenilada de RNA
total extret de gonades immadures i crive-
llada amb anticossos polivalents anti-4
(Prats et al., 1989), ha permes abordar Ia ca-
racteritzacio del gen que codifica aquesta
protetna especifica per tal d'esbrinar-ne
l'organitzacio i tambe amb el proposit de
determinar-ne la relacio i les potencials inte-
raccions amb els gens de les histones. El
cDNA clonat, d'una llargaria de 441 bp, in-
clou una pauta de lectura continua per a un
polipeptid de setanta-set residus, la sequen-
cia del qual coincideix amb Ia sequencia
parcial d'aminoacids previamentestablerta.
Aixi mateix, la fraccio poliadenilica del
RNA en assaigs de traducci6 in vitro en ex-
tractes acel.lulars de germen de blat, d6na
un producte que electroforeticament comi-
gra amb la proteIna 4,. Alhora, les analisis
de transferencia de Northern detecten un
mRNA de 4, homoleg a Ia sonda del cDNA.
El crivellatge d'una genoteca de DNA
d'esperma d'H. tubulosa constru*fda emprant
com a vector el bacteri6fag ),,Charon 35, amb
el cDNA clonat de la 4,, va produir quatre
dons positius sobre 250.000 calves, de 16,5,
14,4, 13 i 14,5 kb respectivament. Els quatre
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I R,L S5 4. Mapa de restriccio i organitzacio del gen de la i
d'llolothuria tuhulosa. Ids fragments de restriccio portadors de
sequencies del cDNA de la 4. identificats per hibridacio, van subclonar-se
en el fagemid Bluescript i san sequenciar-se. Les
caixes negres, numerades, assenyalen les posicions relatises dels exons
que contenen les sequencies codificants i les caixes
blanques, els trams 5' i 3' tlanquejants homolegs a les extensions no codificadores
del cDNA clonat de la 4,. Les harres rat-
Hades marqucn ies regions gcniques que van segiienciar-se
integrament. Les majuscules B. D, E. Ii. P, Sl, Ss i X denoten Ics
diaries de restriccio Bg11, Ddel, EcoRI, Hindlll. Pstl, Sall. Sstl i Xhal,
respectivament. Les linies horitzontals tines marqucn
les posicions dell quatre clons genomics (LHt 1-8) utilitiats per cartocratiar el
gen de la 4 .
recombinants van ser sotmesos a analisis de
restriccio i transferencies de Southern utilit-
zant sis sondes derivades del cDNA. Els
fragments de restriccio portadors de
sequencies corresponents a la ifi., van ser sub-
clonats i sequenciats (Prats i Cornudella,
1995). EIs resultats es mostren en la figura 4 i
es pollen resumir tal com s'explica tot se-
guit: el gen sencer de la ^,, esta partit en qua-
tre sequencies exoniques distribu)des at
Ilarg dels inserts genomics clonats. La su-
perposici6 parcial dels quatre recombinants
va permetre el seu ordenament i es va poder
deduir que la sequencia codificadora del
gen de la ^ de I'holoturia es troba interrom-
puda per tres Ilargues sequencies intr6ni-
ques, que abasten fins a 16,2 kb. Aquests in-
trons tan ll args determinen que el gen de la
sigui el de major longitud descrit fins avui
per a una prote'ina especifica d'esperma.
Aquesta organitzaci6 global difereix signifi-
cativament de la dels gens de les histones
mancats d'introns (Maxson et al., 1983a) i
tambe de l'arranjament dell Bens de les pro-
tamines de mamifer, caracteritzats per una
unica sequencia intronica (Oliva i Dixon,
1991).
La segiiencia nucleotidica del gen de la 4
es mostra en la figura 5. La sequencia codifi-
cadora es discontinua i conte una pauta de
lectura oberta per a una proteYna de setanta-
set residus, interrompuda per tres introns
amb extrems d'empalmament canOnics
(Jackson, 1991), especificament els comuns
d'invertebrats (Fichant, 1992). Els dos pri-
mers introns, de 6,8 i 4 kb de llargaria, es tro-
hen inserits dins dels codons 9 i 15 respec-
tivament. El tercer intr6, de 5,4 kb, es troba
posicionat contigu at cod6 41. La sequencia
codificant completa del gen de la 4„ es identi-
ca a la del clon de cDNA (Prats et al., 1989),
trot de sis substitucions de nucleotids (97,9'%,)
d'homologia). D'aquestes, cinc canvis son
conservatius, ja que es deuen a degenera-
cions de la tercera base sense alterar l'ami-

































TCAATAATC ATG GTA GCC AGA CGA CAA ACA AAG AAA G/GTAAATAAAGGGAACAATATATGCAAGGCGTTini Val Ala Arg Arg Gln Thr Lys Lys A
Exb 2
10 15
TTTTATTTCTTCTTTCTCACTTCACAG CT AGG AAG CCT GCA GCC AG/GTGAGTGAATACAATTTAAATTTTAT
la Arg Lys Pro Ala Ala Ar
Ex5 3
20 25TAACTCAAGACTTTAAATGCTTTGTCCTTCCTCCCCAG G AGA CGC AGC GCA GCC AAA CGC GCA GCC CCA
g Arg Arg Ser Ala Ala Lys Arg Ala Ala Pro
30 35 40GCC GCG AAG AAG GCT GCG AGT CGC CGT CGC CCA AAG AGT GCT AAG AAG/GTAGGTAATAAGATGTAla Ala Lys Lys Ala Ala Ser Arg Arg Arg Pro Lys Ser Ala Lys Lys
Exb 4
45 50AATTAAAAAAAGTCCTGACAATATATTTTTCTCTTTTCAG GCT AAG CCC GCA GCA AGG AGG CGC AGC AGC
Ala Lys Pro Ala Ala Arg Arg Arg Ser Ser
55 60 65 70GTC AAA CCT AAA GCA GCA AAA GCA GCC ACC CAA GTC CGT CGC AGG AGC CGA CGA ATT CGCVal Lys Pro Lys Ala Ala Lys Ala Ala Thr Gln Val Arg Arg Arg Ser Arg Arg Ile Arg























FIG[: RA 5. Sequcncia del DNA de la ^, d'holoturia i els seus trams flanquejants. Fs mostra la segiicncia nucleotidica 5'- 3'de la cadena no transcrita ( hombloga al mRNA ) juntament amb la d'aininoacids derivada de la rcgio codificant de la .L'abreviatura in, i I'asterisc assenyalen les positions respectives dels codons d'iniciacio i de parada . Les extensions lider i decua no codificadores estan numerades amb numerals negatius i positius respectivament . Els triplets codificadors es denotenamb numeros en cursiva . Les rattles obliques marquen les positions d'empalmament exo-intro. Les posicions dels elementsputatius C'RE, C'AAT i TATA, aixi coin els senyals de poliadenilacio, es mostren amb doble subratllat.
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rellevant ocorre en el cod6 61 i implica el re-
canvi d'una G per una A en la primera posi-
cio del triplet, la qual cosa causa un canvi en
I'assignaci6 d'aminoacid: alanina en el
cDNA i treonina en ('equivalent genic. Aixf,
I'estructura primaria deduida de la proteina
es correspon exactament amb la sequencia
de la 4„ especificada pel clon de cDNA, trot
de 1'esmentada alteraci6 del codo 61 (98,7`,).
d'hornologia). Molt probablement aquesta
diferencia es deguda a polimorfismes del
DNA observats en els equinoderms (Childs
et al., 1981) i es reflecteix en la microhetero-
gene'ftat intraespecifica observada en moltes
variants proteiques d'esperma dels inverte-
brats marins (Mogensen et al., 1991).
La comparacio de les sequencies dels
trams no codificants del gen de la 4, amb les
corresponents dels gens de les histones
dependents de la replicacio revela que el
tram de la no conte els motius conservats
que defineixen 1'estructura genica de les
histones regulados per la fase S. Aixi, la
sequencia en forma de bucle i el tram proxi-
mal ric en purines necessaris per al proces-
sament de les extensions 3' dels transcrits de
les histones (Birnstiel et al., 1985) son ab-
sents. En canvi, la regio Iider i la cua termi-
nal que envolten el gen de la 4, combinen di-
versos elements estructurals propis de les
variants de les histones independents de la
replicaci6 aixi com dels gens de les protami-
nes (figura 5). La regio capdavantera del
codo d'iniciaci6 conte un motiu TATA atf-
pic identic a la caixa TTCAAA identificada
en el gen de la histona independent del cicle
cellular 112A, que codifica una variant ex-
trema d'H2A en el pollastre, el transcrit de
la qual es poliadenilat (Dalton et al., 1989).
Tanmateix, hi ha un altre motiu potencial
TATA hom6leg a ('element no-canonic
TTAAAT present en els gens de la H5 de po-
Ilastre i anec (Doenecke i Tonjes,1984; Ruiz-
Carrillo et al., 1983). Un altre requeriment
essencial de la transcripcio per a la RNA po-
limerasa n es la sequencia CAAT, sovint po-
sicionada entre 70 i 90 hp per davant de
('element TATA (Breathnach i Chambon,
1981). Pei que fa al cas, la regio lider del gen
de la 4„ mostra un potencial motiu CAAT 73
nucleotids per davant de la caixa TTCAAA
semblant a la de la H2A,. Un altre motiu
compartit amb les regions lider dels gens de
les protarnines es la sequencia TGACGTCA
en l'extrem 5' distal del gen. Aquest element
cis-actuant es considerat un regulador de
cAMP (CRE), es troba estrictament con-
servat en tots els gens de les protarnines i es
essencial per a I'activitat biologica dell ele-
ments potenciadors regulats per cAMP (Oli-
va i Dixon, 1990). Ates que 1'espermatogene-
si en els equinoderms es troba sota control
hormonal amb la implicacio del cAMP (Shi-
rai, 1986), aquest senyal regulador podria re-
presentar un nexe entre els senyals hormo-
nals i 1'expressi6 de gens especifics d'esper-
ma, com es el de la protema 4,,.
L'extensio 3' de la sequencia codificadora
de la 4)„ esta mancada dels elements estructu-
rals conservats dels gens de Ies histones de-
pendents de replicacio, indispensables per a
la formacio dels terminals 3' dels transcrits
de les histones. En canvi, s'hi trohen sem-
blances amb les regions equivalents dels
gens de les protamines. Aixi, hi ha presents
tres senyals potencials de poliadenilacio. Els
dos elements darrers consisteixen en dos
heptamers AAATAAA adjacents i superpo-
sats en tres nucleotids. Aquesta sequencia
heptamerica presenta una marcada homolo-
gia amb el senval conservat de poliadenila-
cio que es troba en els gens de les protamines
del salmo i la truita (Oliva i Dixon, 1990). No-
gensmenys, la significaci6 de les coinciden-
cies trobades entre l'organitzacio del gen de
la 4, de I'holoturia i la dels gens que codifi-
quen variants extremes d'histones i protami-
nes no esta encara definida.
L'arranjament estructural del gen de la
4) reprodueix amb fidelitat les caracteristi-
'/ /I I/'Rfl.l /ttv!l1/ltO_A..L!( In I !Oil /LL( lS(()R\( l)FI.L.-!
ques comunes d'un bon nombre de gens
d'expressio postmeiotica. Aquests gens ve-
nen tipificats pets que codifiquen la majoria
de les proteines de transicio histona-prota-
mina, i pels Bens de les protamines (Erick-
son, 1990; Hecht, 1990). Aquests gens, a mes
d'expressar-se deslligats de la replicacio,
usualment generen transcrits poliadenilats,
i la majoria, encara que no tots, es troben
presents en copies uniques i contenen re-
gions codificants sovint interrompudes per
sequencies introniques. La seva organitza-
cio general esdeve divergent de la dels Bens
de les histories somatiques. Les implica-
cions funcionals d'aquesta divergencia en
1'estructuraci6 genica resten inexplicades.
Amb tot, les correlations amb les transi-
tions de la cromatina que acompanyen la
modulacio i el cessarnent final de l'activitat
genica durant el proces espermiogenic sem-
blen escaients i rellevants. Per substanciar
aquestes correlacions i esbrinar-ne la fun-
cionalitat caldran nous estudis referents a la
caracteritzacio de mes gens codificants de
variants proteiques especifiques d'esper-
nia.
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